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Development and application of BestAT tool for optimizing
AT content of the initiation codon downstream region
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Abstract: AT content of the initiation codon downstream region affects the expression level of a gene． Picking up
synonymous sequences that have specific AT content and codon usage features from tremendous sequence set is a
burdensome work． In this paper，the tool named BestAT for AT content optimization had been developed． The tool
resolved two key issues，( i) auto － generating mass synonymous sequences and ( ii) revealing their codon usage
features in details． Moreover，the tool was closely incorporated to the Codon Usage Database ( CUD) ，and suppor-
ted marking in situ codon parameters and showing visualized AT curve． All of those help to experimental design for
AT content optimization powerfully．
Key words: initiation codon downstream region; AT content; codon optimization; BestAT software; glycerol dehy-
drogenase
基因的表达水平受到密码子用法、mRNA 二级
结构、tRNA 丰度以及起始密码子下游区域的 AT 含
量等 多 种 因 素 的 影 响
［1］，Nishikubo 等［2］ 对 源 自
Thermus thermophilus HB8 的 ndx3 基因的 25 种不同
AT 含量的同义序列 ( synonymous sequences) ，分别
在 Escherichia coli BL21( DE3) 中表达，经比较发现，
具有较高 AT 含量的同义序列的表达水平普遍高于









“GAA － TTC － CCG － GGG － ATC － CGT － CGA －


























quence accepting module，SAM) 、同义序列生成模块
( synonymous sequences generating module，SSGM) 和
序列特征显示模块 ( sequence features showing mod-






显示模块( 简称特征模块) 将即时显示该序列的 AT
含量、密码子参数值等特征，用户可根据这些特征值
挑选出需要的序列并输出。
图 1 BestAT 软件的模块组成
















是，DNA 与 RNA 特征集显然是蛋白质特征集的子
集，考虑到对于一条现实的蛋白质序列，仅出现 A、
C、G、T /U 这类残基的可能性较小，因此根据程序的





误判问题。在确认序列类型后，如果该序列为: ( 1 )
DNA，则直接转入下一模块的处理; ( 2 ) RNA，则将















义密码子组( 特征密码子) － 密码子”。基于上述两
个参数，在一般情况下，只要采用通常的递归算法，


















［5］( codon usage database，
CUD，http: / /www． kazusa． or． jp /codon) 下载需要的
CUT 数据。当前 CUD 可为研究者提供多达 35799
个不同物种的 CUT 数据，通常每个 CUT 中包含“A-
mino acid”、“Codon”、“Number”、“/1000”和“Frac-




［6］( relative synonymous codon usage，RSCU) 、相对
适应度














中扩增出甘油脱氢酶基因 gldA，并采用 pET 表达载
体转入 E． coli BL21( DE3) ，成功实现了该基因的异
源表达。以 Nishikubo 等［2］的实验设计作为参考，将
dhaT 的第 2 至 6 位密码子区域的序列，输入 BestAT
进行分析。结果可知，该区域共存在 1728 条同义序
列，如图 2 所示，根据 AT 含量的不同，可将同义序
列集分为 8 个子集，同义序列的数量在各子集中的
分布呈正态式，最低的 AT 含量为 26． 7%，最高为
80． 0%，原始序列 ( 野生型 ) 处于中等水平为 53．
3%。作为前期探索，初步确定具有最高 AT 含量的
同义序列作为实验对象，基于对序列中每个具体密
码子使用频率的考虑，如表 1 所示，因为 H1 中 ACA
比 H2 中 ACT 的使用频率更高，所以最终确定的实
验对象为 H1( 优化型) 。将野生型和优化型对应的
完整基因序列与表达载体 pET － 32a( + ) 连接，并分
别转入 E． coli BL21( DE3) 中诱导表达，一定时间后
收集菌体超声破碎，提取粗酶液，参考文献［10，11］的
方法测定酶活力。结果可知，优化型的酶活力为
191． 3 U /mL，而相同条件下野生型的酶活力为 48． 3
U /mL，仅是采用 AT 含量优化的方法，就将酶活力
提高了 3 倍多［12］。
图 2 dhaT 基因第 2 到 6 位密码子区域
的同义序列在不同 AT 含量中的分布
Fig． 2 Distribution of synonymous sequences between








3第 1 期 余劲聪，等: 起始密码子下游区域 AT 含量优化工具 BestAT 的开发与应用
表 1 dhaT 基因第 2 到 6 位密码子区域的同义序列及其 AT 含量特征
Table 1 Synonymous sequences between the second and sixth codon for dhaT gene and their AT content features
Sequence ( 2 － 6) ＆ RA values AT curve ＆ AT content
AGA － ACA － TAT － TTA － AGAH1
44． 7 － 80． 0 － 100 － 46． 6 － 44． 7
AGA － ACT － TAT － TTA － AGAH2
44． 7 － 69． 1 － 100 － 46． 6 － 44． 7
CGC － ACT － TAT － TTG － AGGWT
88． 1 － 69． 1 － 100 － 34． 5 － 24． 9





且具有三个特点: ( 1 ) 与 CUD 的无缝结合，从 CUD
自动获取密码子用法数据，但同时也支持本地输入;
( 2) 直观的原位标示，在每个密码子上原位标示密
码子参数值; ( 3) AT 含量的可视化，给出 AT 含量曲
线。因此，BestAT 有望成为这类实验设计的一个必
不可少的辅助工具。众所周知，基因的表达还受到
其它因素的影响，如 mRNA 的二级结构、tRNA 丰
度、表达载体、宿主、培养基等等，尤其是与起始密码
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